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摘 要 
手足口病是儿童常见的传染病，多种肠道病毒（主要是 EV71 和 Cox A16）均









以及纯化病毒，然后应用传统的 TCID50方法来计算病毒的滴度，之后培养 RD 细胞，
用病毒感染（100-200TCID50），同时加入相应的药物文库，观察细胞的 CPE 效应情
况，对药物文库进行初步的筛选,长远的目的是希望能找到抗 EV71 病毒的有效药物。 
EV71 是单股正链 RNA 病毒，它的基因组 RNA 复制需要有以 RNA 为模板的
RNA 聚合酶(RNA-dependent RNA polymerase)催化作用才能进行，病毒蛋白 3D 就是
这样的一种蛋白，它和宿主细胞中的某些蛋白以及病毒的其它蛋白（2BC，2C,3AB,
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Abstract 
Hand-foot-mouth disease (HFMD) is popular in children, which is caused by many 
enteroviruses （main pathogens：EV71 and Cox A16）.EV71 C4 subtype is the main 
pathogen of HFMD in china these years.The HFMD caused by EV71 is often associated 
with the hurt in central neural system,so the ratio of severe patients and mortality caused 
by EV71 usually high than those caused by other enteroviruses. 
Counteracting every infectious disease needs both the prevention and the cure. 
Prevention ,we need not only our immune strength ,but also safe and effective 
vaccine.Cure, when the pathogen infect our body, we must take a certain cure,and the 
most basic also the most effective therapy is the specific and efficient antiviral drugs, but 
there are no antiviral drug against EV71, so the research of EV71 is very important to the 
development of EV71 antiviral drug. 
  In our research we isolated the virus from the clinical specimens，identified the 
virus(EV71 C4 subtype),cultured the EV71 virus,and purified the EV71 virus.Then we 
determined the titer of the virus with the classical TCID50 method.After that, we use the 
classical method to culture the cells,infect the cells with EV71 virus,and add a certain 
amount of drug library to the culture at the same time, then we observed the CPE of the 
cells. Contrast to the control group,we can sreen the drug library. In the long term,we 
hope we can find the effective drug which can resist the EV71 virus. 
  EV71 is a single strand plus rna virus,and the replication of its rna genome need a 
RNA-dependent RNA polymerase,3D protein. 3D protein interact with some host’s 
proteins and other virual proteins,such as 2BC,2C,3AB,3C and so on, to form a complex, 
and then start the beginning of the replication in the presence of the primer, polyU.In our 
research，we take the means of genetic engineering to construct the prokaryotic 
expression clones, express the 3D fusion protein in E.Coli, and then try to pufify the 
protein for getting the crystals. 
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前言 







好的小儿常见传染病。中华人民共和国卫生部于 2008 年 5 月 2 日起，将该病列为
丙类传染病管理。 
1. 肠道病毒的分类以及 EV71 病毒  
手足口病是由肠道病毒引起的一种急性传染病。肠道病毒的家族很大，包括脊
髓灰质炎病毒、柯萨奇病毒、埃可病毒和新型肠道病毒等共有 70 多种。其中引起
手足口病的病毒有 20 多种，如：肠道病毒 71 型（Enterovirus71，简称 EV71）、柯
萨奇病毒（Coxasckievirus，简称 CoxV）A 组（CoxV group A,简称 CoxA）4、5、9、
10、16 型等和 B 组（CoxB）2、5 型等、人类肠道致细胞病变孤儿病毒（enteric 
cytopathogenic human orphan virus，ECHOV，简称埃可病毒）及其他肠道病毒，其
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决定的，这里含有主要的抗原决定簇位点[2]。柯萨奇病毒根据感染乳鼠后的病灶差
异又可分为 A、B 两组，A 组有 24 个血清型，B 组有 6 个血清型；埃可病毒包含
30 个血清型；新发肠道病毒包括肠道病毒 68-71 型。其中引起手足口病的肠道病
毒有肠道病毒 71 型、柯萨奇病毒和埃可病毒的某些血清型，如 Cox A16、A4、A5、
A9、A10、B2、B5、B13 和埃可病毒 11 型等[1]。 
小 RNA 病毒科是个大家族，它包括鹅口疮病毒属，心病毒属，肠道病毒属，
鼻病毒属，肝病毒属，副肠孤病毒属，其中肠道病毒属有 126 种血清型（表 1）。人
肠道病毒可以分为（按发现的时间先后）： 
（1）脊髓灰质炎病毒（3 个血清型）； 
（2）柯萨奇病毒（约 30 个血清型）； 
（3）埃可病毒（34 个血清型）； 
（4）新肠道病毒（包括肠道病毒 68 型、69 型、70 型、71 型、72 型）。 
 
表 1: 小 RNA 病毒科的家族成员[3] 
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1.1.1 脊髓灰质炎病毒 
脊髓灰质炎病毒是一种体积小（22-30nm），呈立体对称 20 面体,单链 RNA 基






人们通过接种猴子在 1909 年首次分离鉴定出脊髓灰质炎病毒[7] ，自 50 年代中








OPV 和 IPV 问世[8]，在工业化国家，由于疫苗的广泛使用，脊髓灰质炎目前已基本
消灭。在全世界范围内，消灭脊髓灰质炎已经为时不远。 
1.1.2 柯萨奇病毒 





奇病毒分成 A 组和 B 组，A 组病毒已发现有 24 个血清型，即 A1-A24；B 组病毒则
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危害生命的严重的心肌炎、心包炎及神经系统的一些疾病，严重的还会引起患病婴
幼儿死亡[9, 10, 11]。柯萨奇病毒中有好几个血清型是引起手足口病的重要病原体[12] ，
包括 A 组 4、5、9、10、16 型等和 B 组 2、5 型等。 
 柯萨奇病毒的型别较多，所以产生的抗原性也比较复杂，不同毒株感染后所产
生的抗体之间也常常有交叉反应存在，所有的 B 组及 A 组的第 9 型有共同的组特异







































述己命名的三种肠道病毒有 67 个血清型，对 1969 年以后发现的新型肠道病毒，从
68 型起按顺序命名。迄今新型肠道病毒有 5 个型，肠道病毒 68、69、70、7l、72
型（即甲型肝炎病毒）。 
肠道病毒 71 型（EV71）属于小 RNA 病毒科，人肠道病毒属，其主要在肠道
内进行复制[16]。临床上有记录的首例由 EV71 病毒感染所引起的手足口病是 1969
年美国加利福尼亚州一名患有神经系统疾病的婴儿，并且从该婴儿体内分离得到了
第一株的 EV71 病毒[17]。在那之后，新型的肠道病毒 EV71 逐渐在全球范围内开始
传播流行，20 世纪 70 年代主要在保加利亚，匈牙利等欧洲国家流行，其中 1975
年保加利亚大流行,共有 705 名患儿感染，死亡 44 例[1] ，从 20 世纪 90 年代起，
EV71 传入东南亚地区，开始在东南亚地区肆虐爆发，马来西亚、中国台湾、香港、





2. EV71 的病毒结构 
EV71 病毒的颗粒为二十面体立体对称的球形结构，直径约 24-30nm，核酸为单
股正链 RNA, 无包膜和突出。同其他肠道病毒属成员一样，EV71 型病毒基因组编
码的分子量分别为 34KD、30 KD、26 KD 和 7KD 的多肽 VP1、VP2、VP3、VP4，
构成原聚体，这四种多肽再拼装成具有五聚体样结构的亚单位，60 个五聚体亚单位
通过各自的结构域相互连接，最终形成病毒的整个外壳。其中 VP1 、VP2 和 VP3
三个多肽暴露在病毒外壳的表面（如图 1 所示），而 VP4 则被埋在病毒外壳的内部
与病毒核心紧密连接，所以 EV71 的抗原决定簇基本上都位于 VP1-VP3 上。EV71
病毒由于没有包膜，所以乙醚、脱氧胆酸盐、去污剂以及弱酸对其基本没有消毒作
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但是应用高温（56℃，30min）处理和紫外线照射可以很快将病毒灭活，各种氧化








Fig.1: The strueture of EV71 virusvirions 
 
3. EV71 的遗传性特征 
3.1 EV71 的基因组结构 
EV71 病毒的基因组为含有大约 7500 个核苷酸的单股正链 RNA，核酸中腺嘌呤
核苷酸和尿嘧啶核苷酸含量丰富，约占总量的 52.8%[27]。基因组 RNA 中仅有一个
开放阅读框（ORF），编码含 2194 个氨基酸的多聚蛋白，在其两侧为 5′和 3′非编码
区（UTRs），它与其他肠道病毒一样，3′末端有一个多聚腺苷酸（poly A）尾巴，而
其 5′末端共价结合有一个小分子量的蛋白（VPg）。病毒的单链 RNA 具有感染性（病
毒裸露 RNA 的感染性仅为病毒颗粒的百万分之一），如果去除 3′末端的多聚腺苷酸
尾或基因组出现断裂，感染性便消失，相对而言，其 5′末端连接的蛋白质对病毒的
感染性没有明显的影响[1]。 
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     Fig.2: The structure of EV71 genome（From China CDC） 
 
3.2 依赖于 RNA 的 RNA 聚合酶—3D 蛋白 
    EV71 是单股正链 RNA 病毒，它的基因组 RNA 复制需要有以 RNA 为模板的
RNA 聚合酶(RNA-dependent RNA polymerase)催化作用才能进行，而它的宿主细胞
中并不含有这一类的 RNA 聚合酶，所以从进化的角度来考虑，EV71 的基因组肯定
能编码产生这样的聚合酶，经过研究发现包括 EV71 在内的肠道病毒属以及整个小
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